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Abstract : 
EP1191106 A 

NOVELTY: 1 , 2 , 3 , 4-Tetrazolyl-L-alanine and its derivatives, 
1, 2, 3-triazolyl-L-alanine and its derivatives and 
S-heteroaryl-L-cysteines are new. 

DESCRIPTION: An INDEPENDENT CLAIM is also included for the production of 
non-proteinogenic L- amino- acids (I) by direct fermentation of a known 
strain of microorganism (II) with a deregulated cysteine substance 
exchange in known manner, in which a nucleophilic compound (III) is 
added during fermentation in an amount leading to (I) production by 
(II). 

USE: Non-proteinogenic L-amino-acids (I) are of interest e.g. for the 
production of pharmaceuticals and agrochemical agents of the molecular 
mimicry type, which imitate the structure of natural amino-acids and 
hence e.g. cause modulation of natural reactions in receptor 
interactions. They are also useful in general in synthesis as chiral 
compounds, within the scope of the chiral pool. 
ADVANTAGE: Previously, non-proteinogenic L-amino-acids (I) in 
enantiomer-pure form have mainly been prepared by costly synthesis, 
which normally gives only one particular compound. Few processes allow 
the production of various compounds simply by changing one educt. 
Chemical synthesis normally starts from chiral components or 
necessitates racemate separation. The present process is efficient and 
allows the production of a series of (I) by direct fermentation. 
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(54) Process for the fermentative preparation of non-proteinogenlc L-amino acids 



(57) Verfahren zur Herstellung von nicht-proteino- 
genen L-Aminosauren durch direkte Fermentation ei- 
nes an slch bekannten Mikroorganismenstammes mit 
einem dereguiierten Cystein-Stoffwechsel in an slch be- 
kannter Weise, dadurch gekennzeichnet, daB wahrend 
der Fermentation eine nukleophile Verbindung in derar- 



tigen Mengen dem Fermentationsansatzzudosiertwird, 
daB diese zur Produktion von nicht-proteinogenen 
L-Aminosauren durch den Mikroorganismenstamm 
fuhrt. 
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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifft Verfahren zur Herste!lung von nicht-proteinogenen L-Aminosauren durch direkte Fer- 
mentation von Mikroorganlsmen sowie nach dem Verfahren erhaltene L-Aminosauren. 
5 [0002] Nicht-proteinogene Aminosauren sind Aminosauren, die in der Natur nicht als Bausteine fur die Proteinbio- 
synthese verwendet werden und dadurch klarvon den 20 proteinogenen Aminosauren abzugrenzen sind. Es handelt 
sich vorzugsweise urn fJ-substituierte L-Alanin-Derivate. 

[0003] Nicht-proteinogene Aminosauren stellen interessante Verbindungen z.B. fur die Herstellung von Pharma- und 
Agrowirkstoffen dar. Sie k6nnen als Wirkstoff oder als Teil eines Wlrkstoffs in elner Art molekularer Mimlkry die Struktur 
io von naturlichen Aminosauren imitieren und dadurch zum Beispiel bei Rezeptor-lnteraktionen eine Modulation der na- 
turlichen Reaktlon bewirken. Zudem k6nnen sie ganz allgemein als chirale Verbindungen im Rahmen des "chiral pool" 
als Synthesebausteine dienen. 

[0004] Bisherige Herstellverfahren fur nicht-proteinogene Aminosauren in enantiomerenreiner Form basieren meist 
auf aufwendigen Synthesen, die zudem meist nur Zugang zu einer bestimmten Verbindung eriauben. Nur wenige 
15 Verfahren ermoglichen durch den einfachen Austausch eines Eduktes die Herstellung verschiedener Verbindungen. 
[0005] In den meisten Fallen handelt es sich urn chemische Synthesen, die ihrerseits meist schon von chiralen 
Bausteinen ausgehen Oder eine Racematspaltung nach sich Ziehen. 

[0006] Alternativ sind auch einige enzymatische Verfahren beschrieben. So kfinnen mlt Hllfe von Transamlnasen 
aus a-Ketosauren mit L-Glutaminsaure als Amino-Donor verschiedene nicht-proteinogene Aminosauren hergestellt 

20 werden. Ein anderes Verfahren bemitzt Hydantoinasen in Kombination mit Carbamoylasen. Enzymatische Verfahren 
sind jedoch ebenfalls kostenintensiv, da die entsprechenden Enzyme bereitgesteilt werden mussen und diese als Ka- 
talysatoren nur begrenzte Lebenszeit aufweisen (Rehm et al. Biotechnology 1996; Vol.6, S, 505 - 560). 
[0007] Besonders einfach und gunstig waren dagegen Verfahren zur Herstellung von nicht-proteinogenen Amino- 
sauren durch direkte Fermentation von Mikroorganismen. Solche Verfahren bergen jedoch die Gefahr, dass die pro- 

25 duzierte nicht-proteinogene Aminosaure mit dem Stoffwechsel der naturlichen Aminosauren interferiert und es damit 
zu Wachstumshemmungen kommt. Bisher ist in diesem Themenbereich ein Verfahren zur direkten Fermentation von 
D-Aminosauren bekannt (WO98/14602). Diese Anmeldung beschreibt die Herstellung von D-Aminosauren mittels re- 
kombinanter Mikroorganismen, in die ein D-AminotransferaseGen und ein L-AminodeaminaseGen eingebrachtwurde. 
Daruberhinaus beschrieben Saito et al. (Biol. Pharm. Bull. 1997, 20: 47-53) die Produktion der pflanzlichen, nicht- 

30 proteinogenen Aminosaure L-Pyrazolylalanin durch Expression von pflanzlichen Genen in Escherichia coli. Die Aus- 
beuten sind fur eine kommerzielie Produktion mlt < 1 g/l Jedoch zu niedrlg und die Kosten beim beschriebenen Einsatz 
von L-Serin als Edukt sehr hoch. 

[0008] Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein effizientes Verfahren zur Herstellung einer Reihe von nicht- 
proteinogenen L-Aminosauren durch direkte Fermentation zur Verfugung zu stellen. 

35 [0009] Diese Aufgabe wird dadurch gelost, daft ein an sich bekannter Mikroorganismenstamm mit einem deregu- 
lierten Cystein-Stoffwechsel in an sich bekannter Weise fermentiert wird, dadurch gekennzeichnet, daB wahrend der 
Fermentation eine nukleophlle Verbindung in derartigen Mengen dem Fermentationsansatz zudoslert wird, daB diese 
zur Produktion von nicht-proteinogenen L-Aminosauren durch den Mikroorganismenstamm fQhrt. 
[0010] Vorzugsweise werden am Ende der Fermentation die nicht-proteinogenen L-Aminosauren aus dem jeweiligen 

40 Fermentationsansatz mittels an sich bekannter Methoden abgetrennt. 

[0011] Uberraschenderweise wurde gefunden, daB bei der Fermentation von Mikroorganismenstammen mit dere- 
guliertem Cystein-Stoffwechsel anstelle von Sulfid ein Reihe anderer nukieophiler Verbindungen sehr effizient in den 
Aminosaurestoffwechsel eingehen und die entsprechenden Reaktionsprodukte ins Kulturmedium sezerniert werden. 
Vorteilhafterweise kann dabei Glucose als blllige Kohlenstoffquelle verwendet werden. 

45 [001 2] Durch die erfindungsgemaBe Zudosierung von nukleophilen Verbindungen wahrend der Fermentation werden 
demnach nicht-proteinogene L-Aminosauren gebildet. Vorzugsweise wird daher eine nukleophiie Verbindung, die in 
den Aminosaurestoffwechsel eingeht, wahrend der Fermentation zugegeben. 

[0013] Bevorzugt werden nukleophiie Verbindungen zugegeben, die einen Rest ausgewahlt aus der Gruppe 

so 

H H 
H-S— — h—W— — N-O— 

55 

umfassen. 

[0014] Besonders bevorzugt wird dem Fermentationsansatz eine nukleophiie Verbindung ausgewahlt aus der fol- 
genden Gruppe zugegeben: 



2 
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Thiol der allgemeinen Formel (1): 



H-S-R, 



(D 



wobel R 1 elnwertiger substituierter Oder nicht substltuierter Alkyl-, Alkoxy-, Aryl- Oder Heteroarylrest mlt maximal 
15C-Atomen bedeutet; 

• Azol der allgemeinen Formel (2) Oder (3): 

H H 

Y-X (2)i H X (3) 

sowie deren Ester, Ether oder Salze, 

wobei X und Y glelch oder verschleden sind und CR 4 oder N bedeuten und R 4 -H, -COOH, -OH, -NH 2 , -N0 2 ", -SH, 
-S0 3 -, -F, -Cl,-Br, -I, C r C 5 -Alkylcarbonyl- oder R 1 bedeutet und R 1 die zu Formel (1 ) genannte Bedeutung hat und 
wobei R 2 und R 3 gleich oder verschieden sind und R 4 bedeuten oder wobei C 1 und C 2 in Formel (3) anstelle der 
Substituenten R 2 und R 3 mittels einer Briicke [-CR s R 6 -] a mit a gleich 1 , 2, 3 oder 4 zu einem Ring verknupft sind, 
wobei 

R5 und R 6 gleich oder verschieden sind und R 4 bedeuten und eine oder mehrere nicht benachbarte Gruppen 
[-CR S R 6 -] durch Sauerstoff , Schwefel oder einen ggf . mit C^Cg-Alkyl- substituierten Iminorest ersetzt sein konnen 
und 

zwei benachbarte Gruppen [-CRSR 6 -] durch eine Gruppe [-CR 5 =CR 6 -] oder durch eine Gruppe [-CR 5 =N-] ersetzt 
sein konnen. 

- Isoxazolinon der allgemeinen Formel (4) oder (5): 



sowie deren Ester, Ether oder Sake, 

wobei X, R 1 , R 2 und R 3 die bereits genannte Bedeutung haben und 

wobei C 1 und C 2 in Formel (5) anstelle der Substituenten R 2 und R 3 mittels einer wie fur Formel (3) definierten 
Briicke zu einem Ring verknupft sein kann. 

[0015] Beisplele fOr Thiole sind Verbindungen ausgewahtt aus der Gruppe 2-Mercaptoethanol, 3-Mercaptopropanol, 
3-Mercaptopropionsaure, 3-Mercapto-l-propansulfonsfiure, Mercaptoethansulfonsfiure, 2-Mercaptoethylamin, Thio- 
glycolsaure, Thiomilchsaure, Thioessigsaure, Mercaptobemsteinsaure, Mercaptobrenztraubensaure, Dithiothreitol, 
Dithioerythritol, 1-Thioglycerin, Thiophenol, 4- Fluorthiophenol, 4-Mercaptophenol, p-Thiokresol, 5-Thio-2-nitroben- 
zoesaure, 2-Mercaptothiazol, 2-Mercaptothiazolin, 2-Mercaptoimidazol, 3-Mercapto-1 ,2,4-Triazol, 2-Thiophenthiol, 
2-Mercaptopyridin, 2-Mercaptopyrimidin, 2-Thiocytosin, 2-Mercaptonicotinsaure, 2-Mercapto-1-methylimidazol, 
2-Mercaptobenzothiazol, 2-Mercaptobenzoxazol, 6-Mercaptopurin. 

[0016] Beisplele fur Azole sind Verbindungen ausgewShlt aus der Gruppe 1 ,2-Pyrazol, 3-Methylpyrazol, 4-Methyl- 
pyrazol, 3,5-Dlmethylpyrazol, 3-Aminopyrazol, 4-Aminopyrazol, Pyrazol-4-carbonsfiure, Pyrazol-3,5-dicarbonsaure, 
1 ,2,3-Triazol, 1 ,2,4-Triazol, 3-Amino-1 ,2,4-Triazol, 1 ,2,3,4-Tetrazol, Indazol, lndazol-3-carbonsaure, lndazol-5-carbon- 




H 




(4), 



0 (5) 
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saure, 5-Aminoindazol, Benzotriazol, Benzotriazol-5-carbonsaure, 5-AminobenzotriazoI, Aminopyrazolopyrimidin, 
8-Azaguanin, 8-Azaadenin. 

[0017] Beisplele filr Isoxazolinone sind Verbindungen ausgewfihtt aus der Gruppe lsoxazolin-2-on, 4-Methylisoxa- 
zolln-2-on, 5-Methylisoxazolin-2-on, 4,5-Dlmethyllsoxazolin-2-on l 1 ^^-Oxadiazolidin-S.S-dion. 

5 [0018] Mikroorganismenstamme mit dereguliertem Cystein-Stoffwechsel, die im erfindungsgemaBen Verfahren ein- 
gesetzt werden konnen, sind aus dem Stand derTechnikbekannt, Sie zeichnen sich durch eine gegeniiber dem Wild- 
typ-Stamm erhohte endogene Produktion von O-Acetyl-L-Serin - dem unmittelbaren biosynthetischen Vorlaufer von 
L-Cystein - aus. In einem Mikroorganismus wird im letzten Schritt der Cysteinbiosynthese bekanntennaBen durch die 
Aktivlt&t der O-Acetyl-Serin-Sulfhydrylasen die Acetyl-Funktlon des O-Acetyl-L-Serlns gegen eine Thiol-Funktion er- 

w setzt und damit L-Cystein gebildet. Dieser Reaktlonstyp wird als ^-Substitution bezeichnet, da am p-Kohlenstoffatom 
der AminosSure eln Austausch einer funktionellen Gruppe vorgenommen wird. 

[0019] Vorzugsweise wird einer der folgenden Mikroorganismenstamme im erfindungsgemaBen Verfahren einge- 
setzt; 

is - Stamme mit modifizierten cysE-Allelen wie beispielsweise in WO 97/15673 (hereby incorporated by reference) 
oder Nakamori S. et al., 1998, AppL Env. Microbiol. 64: 1607-1 611 (hereby incorporated by reference) oder Takagl 
H. et al., 1999, FEBS Lett. 452: 323-327 beschrleben, oder 

- Stfimme, die Efflux-Gene enthalten, wie sie beispielsweise In EP 0885962 A1 (entspricht der US Anmeldung mit 
der Serial Number SN 09/097759 (hereby incorporated by reference)) beschreiben sind, oder 

20 . Stamme mit einer geanderten CysB-Aktivitat wie in der deutschen Patentanmeldung DE 1 9949579 beschrieben, 
oder 

- Stamme, die unter Einsatz unspezifischer Mutagenese-Methoden kombiniert mit Screen ing-Methoden fur Cystein- 
Uberproduktion oder verminderten Cystein-Abbau gewonnen werden, wie beispielsweise in WO 97/15673 oder 
in Nakamori S. et al., 1998, Appl. Env. Microbiol. 64:1607-1611 beschrieben. 

25 

[0020] Solche Stamme zeichnen sich dadurch aus, daB sie bei ausreichender Zufuhrung einer anorganischen 
Schwefel-Quelle wie z.B. Sulfat oderThiosulfat signifikante Mengen an L-Cystein oder eines Derivates davon in das 
Kulturmedium sezernieren. Durch die erfindungsgemaBe Zudosierung einer nukleophilen Verbindunge wahrend der 
Fermentation geht diese Verbindung in die ^-Substitution ein und fuhrt dadurch zur Produktion von nicht-proteinogenen 
30 L-Aminosauren. 

[0021] Mit Mikroorganismenstammen, die keinen deregullerten Cystein-Stoffwechsel besitzen (z.B. den Obllchen 
Wildtyp-Organismen) fuhrt ein derartiges Vorgehen zum Eriahmen der Cysteinbiosynthese und damit zu einer Wachs- 
tumshemmung. Es werden demzufolge keine nicht-proteinogenen Aminosauren in signifikanten Mengen gebildet. 
[0022] Da die erfindungsgemaB verwendeten Stamme aber einen deregulierten Cystein-Stoffwechsel und damit 
35 einen hohen endogenen Spiegel an O-Acetyl-L-Serin aufweisen, ist die Produktion der nicht-proteinogenen L-Amino- 
saure in groBen Mengen moglich. Gleichzeitig ist noch eine ausreichende Bildung von L-Cystein gewahrleistet, urn 
das Zellwachstum des Mikroorganismus zu garantieren. 

[0023] Bevorzugt verwendet werden Mikroorganismenstamme der Art Escherichia coli, die einen deregulierten Cy- 
stein-Stoffwechsel besitzen. 

40 [0024] Bevorzugt handelt es dabei sich urn Escherichia coli-Stamme wie beispielsweise in WO 97/1 5673 oder in EP 
0885962 A1 (entspricht der US Anmeldung mit der Serial Number SN 09/097759) oder in DE 19949579 beschreiben. 
Nach den in diesen Patentanmeldungen beschriebenen Verfahren kann in beliebigen Stammen durch Transformation 
mit einem Plasmid, das z.B. ein f eedbackresistentes cysE-Allel und/oder ein Efflux-Gen tragt, der Cystein-Stoffwechsel 
dereguliert werden. 

45 [0025] Das erfindungsgemfiBe Verfahren zur Herstellung der nicht-proteinogenen L-Aminosauren mit Hilfe elnes 
Mikroorganismenstammes wird in einem Fermenter in an und fur sich bekannter Art und Weise aber unter zusatzlicher 
Zugabe einer nukleophilen Verbindung durchgefuhrt. 

[0026] Die Anzucht des Mikroorganismenstammes im Fermenter erfolgt als kontinuierliche Kultur, als batch-Kultur 
oder vorzugsweise als fed-batch-Kultur. Besonders bevorzugt werden eine C-Quelle und eine nukleophile Verbindung 
so wahrend der Fermentation kontinuieriich zudosiert. 

[0027] Die Dosierung der nukleophilen Verbindung beglnnt nach dem Animpfen oder vorzugsweise nach einer An- 
wachsphase. Besonders bevorzugt beglnnt die Dosierung 6-8 Stunden nach dem Beglnn der Fermentation und dauert 
bis zum Ende der Fermentation. 

[0028] Die Menge an zugegebener nukleophiler Verbindung hangt von threr Toxizitat fur den Mikroorganismus ab 
55 und bewegt sich im Bereich von 1 0 bis 1 000 mmol pro Liter Anfangsvolumen des Fermentationsmediums. Besonders 
bevorzugt ist eine Dosierung von 50 bis 500 mmol pro Liter Anfangsvolumen des Fermentationsmediums. 
[0029] Als C-Quellen fur die Fermentation dienen vorzugsweise Zucker, Zuckeralkohole oder organ ische Sauren. 
Besonders bevorzugt werden im erfindungsgemaBen Verfahren als C-Quellen Glukose.-Laktose oder Glycerin elnge- 
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setzt. 



[0030] Bevorzugt ist die Doslerung von Glukose in einer Form, die gewfihrieistet, dass der Gehalt im Fermenter 
wahrend der Fermentation in einem Bereich von 0,1 - 50 g/i gehalten wird. Besonders bevorzugt ist ein Bereich von 
0,5-10g/l. 

[0031] Als N-Quelle werden im erfindungsgemaBen Verfahren vorzugsweise Ammoniak, Ammoniumsalze oder Pro- 
tein hydrolysate verwendet. 

[0032] Als weitere Medienzusatze konnen Salze der Elemente Phosphor, Schwefel, Chlor, Natrium, Magnesium, 
Stickstoff, Kalium, Calcium, Eisen und in Spuren (d.h. in uM Konzentrationen) Salze der Elemente Molybdan, Bor, 
Kobalt, Mangan, Zink und Nickel zugesetzt werden. 

[0033] Desweiteren kdnnen organische Sfiuren (z.B. Acetat, Cltrat), AminosSuren (z.B. Isoleucin) und Vitamine (z. 
B. B1, B6) dem Medium zugesetzt werden. 
-[0034] Als komplexe Nahrstoffqueilen konnen z.B. Hefeextrakt, Maisquellwasser, Sojamehl Oder Malzextrakt zum 
Einsatz kommen. 

[0035] Der pH-Wert des Fermenationsmediums liegt im Bereich von 4-10. Bevorzugt ist ein Bereich von 6-8. Beson- 
ders bevorzugt ist ein pH-Bereich von 6,5 bis 7,5 

[0036] Die Inkubationstemperatur betrflgt 15- 45 °C. Bevorzugt ist eine Temperatur zwischen 30 - 37 °C. 

[0037] Die Fermentation wird vorzugsweise unter aeroben Wachstumsbedingungen durchgefOhrt. Der Sauerstoffe- 

intrag in den Fermenter erfolgt mit Pressluft oder mil reinem Sauerstoff. 

[0038] Mikroorganismen, die nach dem beschriebenen Verfahren fermentiert werden, sezernieren in einer Fermen- 
tationszeit von 1 bis 4 Tage die entsprechenden nicht-proteinogenen L-Aminosauren mit hoher Effizienz in das Kultur- 
medium. 

[0039] Bei Zufuhr einer nukleophilen Substanz sezernieren Mikroorganismen mit dereguliertem Cystein-Stoffwech- 
sel wahrend der Fermentation nicht-proteinogene Aminosauren der allgemetnen Formel (6) in L~Konfiguration: 



C00H 





CH2 



(-6) 



wobei Z ein einwertiger Rest ausgewahlt aus den Formeln (7) bis (13) ist 



- U 



R 2/ 





(8) ; 



(9), 



(10), 




r 2 1 

C \ 
'i i 




0 (13) 



0 (12), 



sowie deren Ester, Ether oder Salze ist, 



und R 1 ,R 2 , R 3 , R 4 , X und Y die bereits zu den Formeln (1) bis (5) genannte Bedeutung haben. 
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[0040] Das erfindungsgemaBen Verfahren ermoglicht es erstmals Verbindungen der Gruppe 1 ,2,3,4-Tetrazolyl-L- 
alanln und seiner Derivate sowie 1 ,2,3-Triazolyl-L-alanin und seiner Derivate herzustellen. Vorzugswelse handelt es 
slch jeweils urn die isomeren Formen 1 ,2,3,4-Tetrazol-l-yl-L-alanin (14) bzw, 1,2,3,4-Tetrazol-2-yl-L-alanln (15) und 
deren Derivate einschlieGlich deren Ester, Ether oder Salze, sowie um 1 ,2,3-Triazol-l-yl-L-alanln (1 6) bzw. 1 ,2,3-Triazol- 
5 2-yl-L-aianin (1 7) und deren Derivate einschlieBlich deren Ester, Ether oder Salze, 



COOH 

" ? 00H H 2 N— C— H 



15 



N — N MA1 R 4 



20 COOH 



(14) " (15) 

COOH 
I 

H 2 N— C— H 



H2N— C— H CH2 



C^'\ 



R 3/— |f (16J R? {17) 



3a 



wobei R 1 ,R 2 , R 3 und R 4 die bereits zu den Formeln (1) bis (5) genannte Bedeutung haben. 
[0041] Das erfindungsgemaBe Verfahren ermoglicht es au3erdem, erstmals Verbindungen der Gruppe S-Heteroaryl- 
L-cysteine herzustellen. Dabel handelt es sich jeweils um Aminosaurenverbindungen mit freien Amino- bzw. Carbon- 
35 saure-Funktionalitaten. Unter S-Heteroaryl-L-cysteinen sind Cystein-Derivate zu verstehen, die durch Substitution ei- 
nes Restes R 7 am S-Atom charakterisiert sind. Dabei steht R 7 fur einen Heteroaryl-Rest, der aromatischen Charakter 
hat, mono- oder bicyclisch 1st und neben Kohlenstoffatomen mindestens eln Heteroatom in einem Ring trfigt. Beispiele 
fiir Heteroatome sind Sticksoff, Sauerstoff oder Schwefel. Der Heteroarylrest kann seinerseits mit einem Rest R 4 sub- 
stituiert sein, wobei R 4 die zu Formel (2) genannte Bedeutung hat. 

40 

COOH 
H 2 t^i— H 

s 

I 

R 7 

50 



(18) 



[0042] Beispiele fur Heteroarylreste sind Pyrrolyl, Imldazolyl, Pyrazolyl, Triazolyl, Tetrazolyl, Thlenyl, Thiazolyl, Oxa- 
zolyl, Furanyl, Pyridyl, Pyrimidyl, Pyrazinyl, Benzimidazolyl, Benzotriazolyl, Benzoxazolyl, Benzothiazolyl oder Purinyl. 
[0043] Die Erfindung betrifft daher die genannten Verbindungen. 
55 [0044] Besonders bevorzugte Verbindungen sind: 

- 1 ,2,3,4-TetrazoH-yl-L-alanin (R 4 = H), 

- 1 t 2,3,4-Tetrazol-2-yl-L-alanln (R 4 = H), 
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- 1 ,2,3-Benzotriazol-l-yl-L-alanin (R 2 und R 3 sind gleich und bedeuten [-CR*=CR 6 -]. wobei R 5 und R 6 gleich H sind 
und R 2 und R 3 zu einem aromatischen Ring verknQpft sind), 

- 1 ,2,3-Benzotriazol-2-yl-L-alanin (R 2 und R 3 sind gleich und bedeuten [-CR^CR 6 -], wobei R 5 und R 6 gleich H sind 
und R 2 und R 3 zu elnem aromatischen Ring verknQpft sind), 

s - 5-Carboxy-1 ,2,3-benzotriazoM -yl-L-alanin (R 2 und R 3 sind verschleden und bedeuten [-CR^CR 6 -], wobei R 5 und 
R6 im Falie von R 3 gleich H sind und im Falle von R 2 R 5 gleich H und R 6 gleich -COOH ist, und R 2 und R 3 zu 
einem aromatischen Ring verknupft sind) 

- 5-Carboxy-1 ,2,3-benzotriazol«2-yl-L-alanin (R 2 und R 3 sind verschieden und bedeuten [-CR 5 =CR 6 -]. wobei R 5 und 
R6 im Falle von R a gleich H sind und im Falle von R 2 R 5 gleich H und R 6 gleich -COOH ist, und R 2 und R 3 zu 

10 einem aromatischen Ring verknupft sind) 

1 ,2,4-Triazol-3-yl-L-cystein 

- Thiazol-2-yi-L-cystein 

- lmidazol-2-yl-L-cystein 

- Thien-2-yl-L-cystein 
is - Pyridin-2-yl-L-cystein 

- Pyrimidin-2-yl-L-cystein 

- Benzothiazol-2-yl-L-cysteln 

- Benzoxazol-2-yl-L-cystein. 

20 [0045] Vorzugsweise wird das Produkt nach Abtrennen der Biomasse mittels bekannter Methoden (z.B. Filtration, 
Zentrifugation) aus dem Kulturuberstand isoliert. Solche Methoden zur Isoiierung von Aminosauren sind dem Fach- 
mann ebenfails bekannt. Sie umfassen z.B. Extraktion, Adsorption, lonenaustauscher-Chromatographie, Prazipitation, 
Kristaliisation. 

[0046] Die f olgenden Beispiele dienen der weiteren Eriauterung der Erf indung. Der Bakterienstamm Escherichia coli 
25 W311 0 / pA-CYC184-cysEX-GAPDH-ORF306, der fur die Ausfuhrung der Beispiele verwendet wurde, wurde bei der 
DSMZ (Deutsche Sammlung fur Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, D-381 42 Braunschweig) unter der Nummer 
DSM 13495 gemaB Budapester Vertrag hinterlegt. 

Beispiel 1 : Vorkultur des Produktionsstammes 

30 

[0047] Ais Vorkultur fur die Fermentation wurd en 20 mi LB-Medium (10 g/l Trypton, 5 g/1 Hefeextrakt, 10 g/1 NaCi), 
daTzusI^^ (beschrieben 
in EP 0885962 A1 , entspricht der US Anmeldung mit der Serial Number SN 09/097759 (hereby incorporated by refe- 
rence)) beimpft und bei 30 °C und 150 rpm in einem Schuttler inkubiert. Nach sieben Stunden wurde der gesamte 
35 Ansatz in 1 00 ml SM1 -Medium (12 g/l K 2 HP0 4 ; 3 g/l KH 2 P0 4 ; 5 g/l (NH 4 ) 2 S0 4 ; 0,3 g/l MgS0 4 x 7 H 2 0; 0,015 g/l CaCI 2 
x 2 H 2 0; 0,002 g/l FeS0 4 x 7 H 2 0; 1 g/l Na 3 Citrat x 2 H 2 0; 0,1 g/l NaCI; 1 ml/l Spurenelementlosung bestehend aus 
0,15 g/1 Na2Mo0 4 x 2 H 2 0; 2,5 g/l Na 3 B0 3 ; 0,7 g/l CoCI 2 x 6 H 2 0; 0,25 g/l CuS0 4 x 5 H 2 0; 1 ,6 g/l MnCI 2 x 4 H 2 0; 0,3 
g/l ZnS0 4 x 7 H 2 0), das mlt 5 g/l Glukose; 0,5 mg/l Vitamin B, und 1 5 mg/l Tetracyclin supplementiert wurde, uberfuhrt. 
Die weitere Inkubation erfolgte bei 30 °C fur 17 Stunden bei 1 50 rpm. 

40 

Beispiel 2: Fermentative Herstellung von S-[2,3-Dihydroxy-4-mercaptobutyl]-L-cy stein 

[0048] Ais Fermenter diente ein Biostat M-Gerat der Firma Braun Biotech (Melsungen, D) mit einem maximalen 
Kulturvolumen von 2 1. Mit der in Beispiel 1 beschriebenen Vorkultur (optlsche Dichte bei 600 nm von ca. 3) wurde 

45 der Fermenter mit 900 ml Fermentationsmedium (15 g/l Glukose; 10 g/l Trypton; 5 g/l Hefeextrakt; 5 g/i (NH 4 ) 2 S0 4 ; 
1 ,5 g/l KH 2 P0 4 ; 0,5 g/l NaCI; 0,3 g/l MgS0 4 x 7 H 2 0; 0,015 g/l CaCI 2 x 2 H 2 0: 0,075 g/l FeS0 4 x 7 H 2 0; 1 g/l Na^Citrat 
x 2 H 2 0 und 1 ml/i Spurenelementlosung s.o M 5 mg/l Vitamin B1 und 1 5 mg/l Tetracyclin, eingestellt auf pH 7,0 mit 25 
% Ammoniak) beimpft. Wahrend der Fermentation wurde eine Temperatur von 32 °C eingestellt und der pH-Wert durch 
Zudosierung von 25 % Ammoniak bei einem Wert von 7,0 konstant gehalten. Die Kultur wurde mit entkeimter Druckluft 

so bei 1 ,5 vol/vol/min begast und mit einer Ruhrerdrehzahl von 200 rpm geruhrt. Nach Absinken der Sauerstoffsattigung 
auf elnen Wert von 50 % wurde die Drehzahl uber ein Kontrollgerat bis zu elnem Wert von 1 200 rpm erh6ht, urn 50 % 
Sauerstoffsattigung zu erhalten (Bestimmt mit elner p02-Sonde, kalibriert auf 100% Sfittlgung bei 900 rpm). 
[0049] Nach acht Stunden erfolgte eine Zudosierung einer 1 M Dithiothreitol-Losung mit einer Rate von 2 mmol/h. 
Glukose wurde aus einer 56 % Stammldsung zugefuttert, sobald der Gehalt im Fermenter von anfanglich 15 g/l auf 

55 ca. 5-10 g/l abgesunken war. Die Glukose-Futterung erfolgte mit einer FluBrate von 8-1 4 ml/h, wobei die Glukosekon- 
zentration zwischen 0,5 - 1 0 g/l konstant gehalten wurde. Die Glukose-Bestimmung wurde mit dem Glukoseanalysator 
der Firma YSI (Yellow Springs, Ohio, USA) durchgefiihrt 

Die Fermentationsdauer betrug 48 Stunden. Nach dieser Zelt wurden Proben entnommen und die Zellen durch Zen- 
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trifugation vom Kulturmedium abgetrennt. Die resultierenden Kulturuberstande wurden durch reversed phase HPLC 
an einer LUNA 5 u. C1 8(2)-SSule (Phenomenex, Aschaff enburg, Deutschland) aufgetrennt. Als Eluent diente verdiinnte 
Phosphorsaure (0,1 ml konz. Phosphorsaure / 1) bei einer FluBrate von 0,5 ml/mln. S-Mercaptodihydroxybutyl-L-cy- 
stein wird bei einer Retentionszeit von 86,7 min eluiert. Die Ausbeute betrug 2,5 g/l. 

5 

Be is pie! 3: Fermentative Herstellung von S-PhenyH-cy stein 

[0050] Die Bakterien wurden wie in Beispiel 1 und 2 beschrieben kultiviert. Nach acht Stunden erfoigte eine Zudo- 
slerung einer 1 M Na-Thiophenol-Suspension mit einer Rate von 2 mmol/h. 
10 S-Phenyi-L-cysteln wird mit der in Beispiel 2 beschriebenen HPLC-Methode bei einer Retentionszeit von 88 min eluiert. 
Die Ausbeute betrug 2,1 g/l. 

Beispiel 4: Fermentative Herstellung von 1,2-Pyrazolyl-L-alanin 

15 [0051] Die Bakterien wurden wie in Beispiel 1 und 2 beschrieben kultiviert. Nach acht Stunden erfoigte eine Zudo- 
sierung einer 1 M 1 ,2-Pyrazol-L6sung mit einer Rate von 4 mmol/h. 

1,2-Pyrazolyl-L-alanin wird mit der in Beispiel 2 beschriebenen HPLC-Methode bei einer Retentionszeit von 8,4 min 
eluiert. Die Ausbeute betrug 6 { 1 g/l. 

20 Beispiel 5: Fermentative Herstellung von 1 ,2,4-Triazolyl-L-alanin 

[0052] Die Bakterien wurden wie in Beispiel 1 und 2 beschrieben kultiviert. Nach acht Stunden erfoigte eine Zudo- 
sierung einer 1 M 1 ,2,4-Triazol-Losung mit einer Rate von 4 mmol/h. 

1 ,2,4-Triazol-l-yl-L-alanin wird mit der in Beispiel 2 beschriebenen HPLC-Methode bei einer Retentionszeit von 5,8 min 
25 eluiert. Die Ausbeute betrug 4,6 g/i. . 

Beispiel 6: Fermentative Herstellung von 1,2,3,4-Tetrazolyl-L-alanin 

[0053] Die Bakterien wurden wie in Beispiel 1 und 2 beschrieben kultiviert. Nach acht Stunden erfoigte eine Zudo- 
30 sierung einer 1 M 1 ,2.3,4-Tetrazol-Losung mit einer Rate von 4 mmoi/h. 

Bei der Fermentation entstehen die beiden Isomere 1 ,2,3,4-TetrazoH-yl-L-alanin und 1,2,3,4-Tetrazol-2-yl-L-alanin. 
Diese werden mit der in Beispiel 2 beschriebenen HPLC-Methode bei einer Retentionszeit von 5,4 bzw. 5,7 min eluiert. 
Die Ausbeute betrug als Summe der beiden Isomere 3,9 g/i. 

35 Beispiel 7: Fermentative Herstellung von 5-Carboxy-1 ,2,3-benzotriazoryl-L-alanln 

[0054] Die Bakterien wurden wie in Beispiel 1 und 2 beschrieben kultiviert. Nach acht Stunden erfoigte eine Zudo- 
sierung einer Suspension von 1 M 1 ,2,3-Benzotriazol-5-carbonsaure in 0,5 M NaOH mit einer Rate von 4 mmol/h. 
Bei der Fermentation entstehen alle drei Isomere S-Carboxy-I^.S-benzotriazoM-yl-L-alanin, 5-Carboxy-1 ,2,3-ben- 
40 zotriazol-2-yl-L-alanin und 5-Carboxy-1,2,3-benzotriazol-3-yl-L-aianin, wobei aber das Hauptprodukt 5-Carboxy- 
1,2,3-benzotriazol-2-yl-L-alanin darstellt. Dieses wird mit der in Beispiel 2 beschriebenen HPLC-Methode bei einer 
Retentionszeit von 67,5 min eluiert. Die Ausbeute betrug 5,2 g/l. 

Beispiel 8: Fermentative Herstellung von 1,2,4-Oxadlazolldln-2,5-dlonyl-L-alanln (= Qulsquallnsflure) 

45 

[0055] Die Bakterien wurden wie in Beispiel 1 und 2 beschrieben kultiviert. Nach acht Stunden erfoigte eine Zudo- 
sierung einer 2 M Losung von 1 ^^-Oxadiazolidin^-dion in Dimethylsulfoxid mit einer Rate von 2 mmot/h. 
Quisqualinsaure wird mit der in Beispiel 2 beschriebenen HPLC-Methode bei einer Retentionszeit von 5,6 min eluiert. 
Die Ausbeute betrug 2,2 g/l. 

so 

Bespiel 9: Isolierung von 1 ,2-Pyrazolyl-L-alanln aus FermenterbrQhe 

[0056] Zunachst wurden durch Zentrifugation von 0,6 1 Fermenterbruhe bei 5 000 g die Zellen abgetrennt. Der 
Uberstand wurde zur Entfarbung mit 10 g Aktivkohle versetzt, 2 h bei Raumtemperatur geruhrt und anschlieBend 
55 f iitriert. Die erhaltene Losung wurde mit 2 M NaOH auf einen pH-Wert von 6,0 eingestellt, auf eine Katlonenaustau- 
schersaule Amberjet 1200 / H+ (Rohm and Haas S.A., Chauny, France; 250 ml Gelbett) aufgetragen und gebundene 
Substanzen mit 1 M NaCI eluiert. Die Elutionsfraktionen wurden vereinigt (500 ml), mit 2 M NaOH auf einen pH-Wert 
von 6,0 eingestellt und auf 1 00 ml eingeengt. Die Probe wurde fOr 1 6 h bei 4 °C gelagert. Das resultierende Kristalllsat 
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wufde durch Rltation gewonnen, mit 50 ml Ethanol gewaschen und anschlieBend getrocknet. 

Belsplel 10: Fermentative Herstellung von S-Thlazol-2-yl-L-cysteln 

5 [0057] Die Bakterien wurden wie in Beispiel 1 und 2 beschrieben kultlviert. Nach acht Stunden erfolgte eine Zudo- 
sierung einer 1 M 2-Mercaptothiazol-L6sung mit einer Rate von 2 mmol/h. 

S-Thiazol-2-yl-L-cystein wird mit der in Beispiel 2 beschriebenen HPLC-Methode bei einer Retentionszeit von 33,7 
min eiuiert. Die Ausbeute betrug 6,1 g/l. 

io Beispiel 1 1 : Fermentative Herstellung von S-1 ,2,4-Trlazol-3-yl-L-cysteln 

[0058] Die Bakterien wurden wie in Beispiel 1 und 2 beschrieben kultiviert. Nach acht Stunden erfolgte eine Zudo- 
sierung einer 1 M 3-Mercaptotria2ol-L6sung mit einer Rate von 2 mmol/h. S-Thiazol-2-yl-L-cystein wird mit der in Bei- 
spiel 2 beschriebenen HPLC-Methode bei einer Retentionszeit von 8,2 min eiuiert. Die Ausbeute betrug 5,5 g/l. 

15 



PatentansprQche 



Verfahren zur Herstellung von nicht-proteinogenen L-Aminosauren durch direkte Fermentation eines an sich be- 
kannten Mikroorganismenstammes mit einem deregulierten Cystein-Stoffwechsel in an sich bekannter Weise, da- 
durch gekennzeichnet, daB wahrend der Fermentation eine nukleophile Verbindung in derartigen Mengen dem 
Fermentationsansatz zudosiert wird, da3 diese zur Produktion von nicht-proteinogenen L-Aminosauren durch den 
Mikroorganismenstamm fuhrt. 

25 2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB am Ende der Fermentation die nicht-proteinogene 
L-Aminosauren aus dem Fermentationsansatz mittels an sich bekannter Methoden abgetrennt wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB eine nukleophile Verbindung die einen Rest 
ausgewahlt aus der Gruppe 

30 

H H 

H-S— — N-N= — N-0— 



35 umfasst, zudosiert wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB eine nukleophile Verbindung ausgewd hit aus 
der folgenden Gruppe zugegeben wird: 



40 - Thiol der allgemeinen Formel (1 ): 



H— S— R 1 (1) 

45 wobei R 1 einwertiger substituierter oder nicht substituierter Alkyl-, Aikoxy-, Aryl- oder Heteroarylrest mit ma- 

ximal 15 C-Atomen bedeutet; 

- Azol der allgemeinen Formel (2) oder (3): 



50 



H , f 

J. Rl 



Y ~ X (2), ^ X (3) 
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sowie deren Ester, Ether oder Salze, 

wobei X und Y gleich oder verschieden sind und CR 4 oder N bedeuten und R 4 -H, -COOH, -OH, -NH 2 , -N0 2 -, 
-SH, -SOg, -F, -Cl,-Br, -I, C^s-Alkylcarbonyl- oder R 1 bedeutet und R 1 die zu Formel (1) genannte Bedeutung 
hat und 

5 wobei R 2 und R 3 gleich oder verschieden sind und R 4 bedeuten oder wobei C 1 und C 2 in Forme! (3) anstelle 

der Substituenten R 2 und R 3 mittels einer Brucke [-CRW-Ja mit a gleich 1 ,2, 3 oder 4 zu einem Ring verknupft 
sind, wobei 

R 5 und R 6 gleich oder verschieden sind und R 4 bedeuten und eine oder mehrere nicht benachbarte Gruppen 
[-CRSR 6 -] durch Sauerstoff, Schwefel oder elnen ggf. mit CrCg-Alkyl- substituierten Iminorest ersetzt sein 
10 k8nnen und 

zwel benachbarte Gruppen [-CR 5 R 6 -] durch elne Gruppe [-CR 5 =CR 6 -] oder durch eine Gruppe [-CR^=N-] 
-ersetzt sein konnen. - - - — 



15 



20 



lsoxazolinon der allgemeinen Formel (4) oder (5): 



H 



H 

R 2 1 

0 (4), 0 (5) 



25 

sowie deren Ester, Ether oder Salze, 

wobei X, R 1 , R 2 und R 3 die bereits genannte Bedeutung haben und 

wobei C 1 und C 2 in Formel (5) anstelle der Substituenten R 2 und R 3 mittels einer wie fur Formel (3) definierten 
Brucke zu einem Ring verknupft sein konnen. 

30 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB ein Mikroorganismenstamm aus- 
gewahlt aus der Gruppe der folgenden Stamme im erfindungsgemaBen Verfahren eingesetzt wird: Stamme mit 
modifizierten cysE-Alielen; Stamme, die Efflux-Gene enthalten; Stamme mit einer geanderten CysB-Aktivitat; 
Stamme, die unter Einsatz unspezifischer Mutagenese-Methoden kombiniert mit Screen ing-Methoden fur Cystein- 
es Uberproduktion oder verminderten Cystein-Abbau gewonnen warden. 

6. Verfahren nach einem der Ansprucne 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB als Mikroorganismenstamm etn 
Escherichia coli-Stamm eingesetzt wird. 

40 7. Verfahren nach Anspruche 1 , 5 Oder 6, dadurch gekennzeichnet, daB die Anzucht des Mikroorganismenstammes 
im Fermenter als kontinuierliche Kultur, als batch-Kultur oder als fed-batch-Kultur erfolgt. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB eine C-Quelle und eine nukleophile 
Verbindung wflhrend der Fermentation kontinuierlich zudoslert werden. 

45 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB die Dosierung der nukleophilen 
Verbindung 6-8 Stunden nach dem Beginn der Fermentation beginnt und bis zum Ende der Fermentation dauert. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB die Menge an zugegebener nukleo- 
50 philer Verbindung sich im Bereich von 10 bis 1000 mmol pro Liter Anfangsvolumen des Fermentationsmediums 

bewegt. 

11. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 1 0, dadurch gekennzeichnet, daB als C-Quellen Zucker, Zuckeral- 
kohole oder organische Sauren eingesetzt werden. 

55 

12. Verfahren nach Anspruch 11 , dadurch gekennzeichnet, daB die Dosierung der C-Quelle in einer Form erfolgt, 
die gewahrleistet, dass der Glukose-Gehalt im Fermenter in einem Bereich von 0,1 - 50 g/l gehalten wird 
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13. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch gekennzelchnet, daB als N-Quelle Ammoniak, Ammo- 
niumsalze oder Protelnhydrolysate eingesetzt werden. 

14. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 13, dadurch gekennzelchnet, daB der pH-Wert des Fermenatlons- 
5 mediums im Bereich von 4-1 0 liegt und die Inkubationstemperatur 1 5 - 45 °C betragt. 

15. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 14, dadurch gekennzelchnet, daB es unter aeroben Wachstumsbe- 
dingungen durchgefuhrt wird. 

10 16. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 15, dadurch gekennzelchnet, daB die nicht-proteinogene L-Amlno- 
saure nach Abtrennen der Biomasse aus dem Fermetationsansatz mittels Filtration oder Zentrifugation aus dem 
Kulturiiberstand mittels Extraktion, Adsorption, lonenaustauscher-Chromatographie, Prazipitation, oder Kristalli- 
sation isoliert wird. 

is 1 7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 1 6 dadurch gekennzelchnet, daB es sich bei der nicht-proteinogenen 
L-AmlnosSure urn elne AminosSure der allgemelnen Formel (6) in L-Konfiguration: 



COOH 
H 2 N-C-H 

H 

1 (5) 

25 

handelt, wobei Z ein einwertiger Rest ausgewahlt aus den Formeln (7) bis (13) ist 



I ,N V p2 I 

^ N 8 '■ N 

— S-R\7), Y-X (8) , R 2 (9 ), R 3 - X (10), 



40 



45 



N \ D 2 N ^C 1 ^\ 

I X-C^ R \\ 

R (11) 0 (12), 0 (13) 

sowte deren Ester, Ether oder Salze ist, 

und R 1 ,R 2 , R 3 , R 4 , X und Y die bereits zu den Formeln (1) bis (5) genannte Bedeutung haben. 

18. Verbindung ausgewahlt aus der Gruppe 1 ,2,3,4-Tetrazolyl-L-alanin und seine Derivate, 1,2,3-Triazolyl-L-alanin 
50 und seine Derivate und S-Heteroaryl-L-cysteine. 

19. Verbindung gem&B Anspruch 18 ausgewahlt aus der Gruppe: 1 ,2,3,4-Tetrazol-l-yl-L-alanin, 1 : 2,3,4-Tetrazol-2-yl- 
L-alanin, 1 ,2,3-BenzotriazoM -yl-L-alanin, 1 ,2,3-Benzotriazol-2-yl-L-alanin, 5-Carboxy-1 ,2,3-benzotriazoM -yl-L- 
alanin, 5-Caifcoxy-1,2,3-benzotriazol-2-yl-L-alanin, 1,2,4-Triazol-3-yl-L-cystein, Thiazol-2-yl-L-cystein, Imidazol- 

55 2-yl-L-cystetn, Thien-2-yl-L-cystein, Pyridin-2-yl-L-cystein, Pyrimidin-2-yl-L-cystein, Benzothiazol-2-yl-L-cystein 
und Benzoxazol-2-yl-L-cystein. 
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940038 

250517 
42933 
9400048 



A 

A 

A 

A 

Al 

A 

A 

T 

B2 

A 

Al 

Dl 

T2 

T3 

Al 

T3 

A 

A2 

Al 

A 

T 

A 

T 

A 

T 

B2 
A 

A3 
Al 
Dl 
T2 
T3 
Al 
T3 
A 

T3 

Al 

A2 

A 

B2 

A 

Al 

A , 

A 

Al 

A 



03-09-1996 
09-04-1996 

03- 10-1995 
30-12-1996 
19-12-1996 

06- 10-1998 

30- 09-1997 
15-10-2000 
11-06-1998 

19- 01-1996 

04- 01-1996 
09-11-2000 
17-05-2001 

27- 12-2000 
09-04-1997 
01-01-2001 

20- 12-1996 

29- 09-1997 
04-01-1996 

28- 01-2001 

21- 05-1999 
17-02-1997 

28- 02-2001 
27-12-1995 
15-10-1997 
11-12-1997 
04-05-1995 
14-03-2000 

07- 07-1994 
13-11-1997 
26-02-1998 
04-05-1998 
13-07-1994 
01-12-1997 
07-07-1994 

31- 03-1998 
04-09-1998 

30- 10-1995 
30-10-1998 
20-09-1999 
13-09-1994 

29- 07-1994 
07-07-1994 
26-10-1995 
17-10-1997 
11-08-1994 



Fur n ah 9f9 Etnzvltwitsn zu dlesem Anhang : siahe AmtsWati des Europaischen Patorrtamts. Nr. 12*82 
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